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AISLAMIENTO, CARACTERIZACIÓN Y ANÁLISIS DEL ADN 
CODIFICANTE  DE LA GLICOPROTEINA DE ZONA PELÚCIDA DE TIPO 2 
(aZP2) DE ALPACA Lama pacos 
 
RESUMEN 
La Zona Pelúcida es la matriz extracelular que rodea a los ovocitos de vertebrados, 
cumple roles trascendentales en la reproducción, incluyendo el reconocimiento y unión 
de gametos especie-específico, inducción de la reacción acrosómica (RA) del 
espermatozoide, el bloqueo de la poliespermia, mantiene la integridad del embrión 
temprano durante su transición por el oviducto; está constituida por tres glicoproteínas: 
ZP3 que induce RA; ZP1, estructural, que interconecta a ZP3 y ZP2. ZP2 es la molécula 
de unión secundaria, interactúa con los receptores espermáticos expuestos después de 
RA siendo necesaria para mantener la unión del espermatozoide al ovocito,  su 
modificación proteolítica después de la fertilización permite el bloqueo de la 
poliespermia. ZP2 participa también en la organización, el desarrollo y maduración del 
ovocito, puesto que mantiene consistente la matriz y la interacción entre las células 
periféricas y la célula germinal. 
Se caracterizó y analizó in silico la secuencia codificante parcial de la glicoproteína de 
Zona Pelúcida tipo 2  (aZP2) en alpacas, se determinó que esta proteína se expresa 
exclusivamente en los ovarios. Además está secuencia parcial analizada se encuentra 
conservada, constituyéndose un grupo monofilético. entre los Cetarteodactyla. 
La presente Tesis aporta conocimiento básico sobre la glicoproteína aZP2 en alpacas, 
proteína implícita en la fecundación, conocerla implícitamente  beneficia el 
mejoramiento de las actuales técnicas biotecnológicas reproductivas tales como la 
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maduración folicular-ovocitaria, criopreservación de gametos y embriones, fertilización 
in vitro e inyección intracitoplasmática del espermatozoide, técnicas que se intentan 
aplicar con muchas dificultades en camélidos. 
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ABSTRACT 
 The zona pellucida is a extracellular matriz that surrounds vertebrate oocytes, and plays 
important roles in the recognition and interaction of gametes specie- specific, induction 
of Acrosome Reaction (AR) of the spermatozoa, block to polyspermy, keeps th integrity 
of the early embryo through its transicion  by the oviduct; It is  composed of three 
glycoproteins: ZP3 that induces RA; ZP1, structural, crosslink ZP3 and ZP2. ZP2 acts 
as a secondary sperm receptor that is necessary  for the maintenance of sperm binding to 
the egg, its proteolytical modification after fertilization permits the block to polyspermy 
ZP2 participates also in the organization, development, maturation of the oocyte 
beacuse it keeps consistently the matrix and the interaction between peripherical cells 
with the germ cell. 
We isolated and analized  in silico a partial coding secquence of the glycoprotein of 
type 2 (aZP2) in alpacas, we determined that this protein is express exclusively in the 
ovaries. Also this  amalized partial secquence is conserved, constituting a monophyletic 
group between Cetarteodactyla. 
This thesis work provides basic knowledge on the glycoprotein a ZP2 in alpacas, a 
protein implicitly involved in fertilization, to know it benefits the improvement of 
existing reproductive biotechnology techniques such as the follicular-oocyte maturation, 
cryopreservation of gametes and embryos in vitro fertilization and injection of 
intracytoplasmic sperm, techniques that are trying to be  implemented with many 
difficulties in camelids.  
 
PALABRAS CLAVES: 
Zona pelúcida, glicoproteína, reacción acrosómica, RT-PCR, alpaca 
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1.-INTRODUCCION 
La zona pelúcida es una envoltura extracelular que rodea a los ovocitos de la mayoría de 
los vertebrados y cumple roles importantes en el proceso de la fecundación (Sinowatz et 
al., 2001; Wassarman et al., 2001). Los espermatozoides al ser depositados en el interior 
del tracto reproductor femenino viajan a través de éste hasta su encuentro con el 
ovocito. Durante este tiempo, el espermatozoide sufre una serie de modificaciones 
fisiológicas que le confieren capacidad fecundante, fenómeno que puede ser 
reproducido bajo condiciones de laboratorio (Wassarman et al., 2001). El primer 
contacto entre el espermatozoide y el ovocito se realiza a través de la zona pelúcida en 
un encuentro que es específico de la especie mediado por un sistema de receptores 
complementarios en la zona pelúcida (receptores espermáticos) y sobre la superficie del 
espermatozoide (Talbot et al., 2003). Una vez que ha ocurrido la fijación, el 
espermatozoide experimenta la llamada reacción acrosómica activada por la zona 
pelúcida, en la cual se libera una serie de enzimas hidrolíticas del acrosoma, localizado 
en la cabeza espermática. Esto permite que el espermatozoide degrade y penetre la 
matriz de la zona pelúcida por la acción sinérgica de las enzimas hidrolíticas y la 
vigorosidad del batido de su cola. Durante este proceso el espermatozoide está 
temporalmente ligado a las glicoproteínas de la zona pelúcida a través de un mecanismo 
de receptores secundarios. Una vez que el espermatozoide alcanza el espacio 
perivitelino, hace contacto con la membrana citoplasmática del ovocito y lo induce a 
liberar los gránulos corticales que modifican tanto la membrana misma del ovocito; así 
como a la zona pelúcida, evitando que más espermatozoides ingresen al ovocito. 
En estudios realizados en el ratón, se ha identificado tres glicoproteínas de zona 
pelúcida que de acuerdo a su movilidad electroforética, se han denominado mZP1 
(ZPB) (200,000 Da; dimérica), mZP2 (ZPA) (120,000 Da) y mZP3 (ZPC) (83,000 Da) 
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y son codificadas por tres genes  conservados (Wassarman & Mortillo, 1991). En el 
ratón estas glicoproteínas son sintetizadas íntegramente por el ovocito en crecimiento, 
mientras que en conejos y perros las células de la granulosa así como los ovocitos 
intervienen en su síntesis (Blackmore et al., 2004).  
 Dos de estas glicoproteínas: ZP2 y ZP3, interactúan una con otra formando 
heterodímeros periódicos a lo largo de filamentos (Jovine et al, 2002). Estos filamentos 
se interconectan con la  ZP1 formando una estructura tridimensional. Cada una de estas 
glicoproteínas consisten en un solo polipéptido que es heterogéneamente glicosilado 
con los complejos oligosacáridos asparagina N-linked y serina/threonina O-linked 
(Wassarman & Mortillo, 1991).  Los últimos han sido determinados en una gran 
variedad de mamíferos, incluyendo al hombre y especies domésticas en que la zona 
pelúcida está compuesta por un pequeño número de glicoproteínas que están 
cercanamente relacionadas (Schwoebel et al, 1991; Lefièvre et al, 2004). La similaridad 
de estos péptidos con la mZP1, mZP2 y mZP3 están en un rango que varía entre el 40% 
al 90% (Wassarman et al., 2001; Wassarman & Liestcher, 2001). Más aún, la membrana 
vitelina que rodea a los huevos de los peces, anfibios y aves contienen polipéptidos 
relacionados a las proteínas de la zona pelúcida del ratón (Spargo & Hopes, 2003). 
 
Algunos investigadores concluyeron sobre la importancia de ZP2 en la fertilidad; a 
través de mutagénesis dirigida establecieron linajes celulares de ratones nulos para ZP2, 
determinando su importancia en la fertilidad. Estos linajes no expresan  la glicoproteína 
ZP2, mientras ZP1 y ZP3  se expresan normalmente formando una delgada matriz en 
folículos tempranos que no es sostenida en folículos pre-ovulatorios. La zona pelúcida 
anormal  no afecta la foliculogénesis, pero hay una disminución del número de folículos 
antrales en ovarios aislados de ratones carentes de ZP2. Pocos huevos son detectados en 
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el oviducto después de la estimulación con gonadotropinas y no se recuperan embriones 
después del cruce de hembras nulas para ZP2 con machos normales (Rankin et al., 
2001). 
El defecto en la estructura de la zona pelúcida es más severo en ratones nulos para ZP2 
que lo observado en ratones nulos para ZP1, en el cual la tasa de fecundidad está 
disminuida, pero no es tan severa como la observada en ratones nulos para ZP3, el cual 
no forma una zona pelúcida visible y los individuos son estériles. Estos ovocitos de 
ratones nulos para ZP2 son aparentemente normales, pero presentan matriz 
inconsistente y desorganizada, no hay fijación de la matriz con células que la rodean.  
Los ovocitos normales, maduros y libres de ZP son fertilizados in vitro y pueden 
progresar a estadio de blastocisto, el desarrollo potencial de blastocisto derivados de 
huevos nulos para ZP2 o ZP3  parecen comprometidos y después de la transferencia a 
madres adoptivas no se observan nacimientos vivos (Rankin et al., 2001). 
La importancia de estudiar las moléculas que participan en el reconocimiento  de 
gametos y en la fecundación de la alpaca radica en que este camélido sudamericano es 
de gran valor económico en los países andinos y el nuestro principalmente, pues el 
Perú posee el 90% de las alpacas existentes, aproximadamente millón y medio de 
ejemplares (Adams & Ratto,2001). El valor de esta especie se fundamenta en la 
calidad de la fina fibra que se comercializa en muchos países del mundo. Es por ello 
que muchos investigadores fijan sus objetivos en desarrollar estudios para el 
entendimiento de la fisiología reproductiva de la alpaca y en los últimos años al 
estudio de los gametos y embriones para el desarrollo de tecnologías reproductivas que 
permitan una selección  y ganancia genética acelerada para el mejoramiento de su fibra 
y carne (Bravo, 1995). De esta manera, establecer sistemas in vitro para el estudio de 
la interacción gamética en estos animales constituye una herramienta valiosa en el 
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desarrollo de estas tecnologías. La caracterización y posterior producción de proteínas 
recombinantes de zona pelúcida de alpaca permitirá profundizar los estudios de 
fisiología espermática e interacción gamética sin la necesidad de utilizar ZP de 
ovocitos como material biológico, lo que constituye una ventaja pues la recolección de 
ovocitos frescos y maduros es muy limitada (Van Duin et al., 1994; Tsubamoto et 
al.,1999; Qi et al., 2002). 
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2.-OBJETIVOS 
2.1.Objetivo General 
El presente trabajo tiene por finalidad aislar, caracterizar y analizar  a la glicoproteína  
homóloga a ZP2 de otras especies en  Lama pacos  bajo la hipótesis que esta solo se 
expresa en los ovarios, para dilucidar el problema se diseñaron cebadores específicos en 
base a secuencias conservadas de zona pelúcida de tipo 2 de diferentes especies y se 
emplea como control de expresión al gen housekeeping gliceraldehido-3-fosfato 
deshidrogenasa. 
2.2.Objetivos Específicos 
Aislar RNAm de diferentes tejidos de alpaca y retrotranscribirla a DNAc. 
Evidenciar la expresión de ZP2 en el ovario de alpaca. 
Establecer la secuencia de nucleótidos del DNAc y la secuencia aminoacídica de aZP2. 
Establecer la comparación filogenética 
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3.- ANTECEDENTES 
Los camélidos de América del Sur pertenecen al orden Artiodactyla, suborden 
Ruminantia, familia Camelidae y están representados por la vicuña (Vicugna vicugna), 
el guanaco (Lama guanicoe), la llama doméstica (Lama glama) y la Alpaca (Lama 
pacos) (Smith  et al., 1994; Wheeler et al.,1992).  
La alpaca es un recurso importante para los países altoandinos, especialmente  para el 
Perú que posee el 90% de las alpacas, aproximadamente millón y medio de ejemplares 
(Adams & Ratto,2001). La importancia de este camélido radica en la calidad y fineza de 
su fibra, los altos valores protéicos de su carne, su bajo contenido de colesterol y grasas. 
Posee además algunos valores “escondidos” tales como la sangre en la industria 
piscícola, huesos y heces como abono agrícola y su piel en el arte de la curtiembre 
(Bravo et al., 1997; Hacks, 2001). 
En términos socioeconómicos la alpaca representa ingresos para más de 500,000 
familias en zonas de gran altitud en nuestro país (Ministerio de Economía del Perú, 
2004). Las dificultades que enfrentan los criadores es producto de un sistema extensivo 
tradicional no tecnificado, caracterizado por los bajos niveles de productividad y 
performance reproductivo (Ministerio de Agricultura del Peru, 2004). Esto viene siendo 
estudiado desde hace 80 años por investigadores sociales (Bonavia, 1996) y hoy en día 
se están realizando diversas investigaciones a nivel de ciencias básicas para la selección, 
mejoramiento genético y reproductivo de la alpaca (Bravo et al., 1997). El 
mejoramiento reproductivo en alpacas se inicia estudio de las moléculas  (acrosina, zona 
pelúcida) y mecanismos  participantes en la interacción de los gametos y la fertilización. 
La zona pelúcida es una envoltura extracelular que rodea a los ovocitos de la mayoría de 
los vertebrados y cumple roles importantes en el proceso de la fecundación (Sinowatz et 
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al., 2001; Wassarman et al., 2001) . Los espermatozoides al ser depositados en el 
interior del tracto reproductor femenino viajan a través de éste hasta su encuentro con el 
ovocito. Durante este tiempo, el espermatozoide sufre una serie de modificaciones 
fisiológicas que le confieren capacidad fecundante, fenómeno que puede ser 
reproducido bajo condiciones de laboratorio (Wassarman et al., 2001). El primer 
contacto entre el espermatozoide y el ovocito se realiza a través de la zona pelúcida en 
un encuentro que es específico de la especie mediado por un sistema de receptores 
complementarios sobre la zona pelúcida (receptores espermáticos) y sobre la superficie 
del espermatozoide (Talbot et al., 2003). Una vez que ha ocurrido la fijación, el 
espermatozoide sufre la llamada reacción acrosómica activada por la zona pelúcida, en 
la cual se libera una serie de enzimas hidrolíticas del acrosoma localizado en la cabeza 
espermática. Esto permite que el espermatozoide degrade y penetre la matriz de la zona 
pelúcida por la acción sinérgica de las enzimas hidrolíticas y la vigorosidad del batido 
de su cola. Durante este proceso el espermatozoide es temporalmente ligado a las 
glicoproteínas de la zona pelúcida a través de un mecanismo de receptores secundarios. 
Una vez que el espermatozoide alcanza el espacio perivitelino, hace contacto con la 
membrana citoplasmática del ovocito y lo induce a liberar los gránulos corticales que 
modifican tanto la membrana misma del ovocito; así como a la zona pelúcida, evitando 
que más espermatozoides ingresen al ovocito. 
En estudios realizados en el ratón, se ha identificado tres glicoproteínas de zona 
pelúcida que de acuerdo a su movilidad electroforética, se han denominado mZP1 
(ZPB) (200,000 Da; dimérica), mZP2 (ZPA) (120,000 Da) y mZP3 (ZPC) (83,000 Da) 
y son codificadas por tres genes conservados (Wassarman & Mortillo, 1991). 
En Lama pacos, mediante el aislamiento molecular en geles SDS-PAGE al 10% de 
solubilzados proteícos de ZP se ha identificado tres glicoproteínas de zona pelúcida 
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correspondiente a 110 000 Da, 75 000 Da  y 65 000 Da los cuales corresponderían a 
proteínas similares a ZP1, ZP2 y ZP3 respectivamente. (ANEXO II, figura 11)  
 En el ratón estas glicoproteínas son sintetizadas íntegramente por el ovocito en 
crecimiento, mientras que en conejos y perros las células de la granulosa así como los 
ovocitos intervienen en su síntesis (Blackmore et al., 2004).  
 Dos de estas glicoproteínas, ZP2 y ZP3, interactúan una con otra formando 
heterodímeros periódicos a lo largo de filamentos (Jovine et al, 2002). Estos filamentos 
se interconectan con la  ZP1 formando una estructura tridimensional. Cada una de estas 
glicoproteínas consisten en un solo polipéptido que es heterogéneamente glicosilado 
con los complejos oligosacáridos asparagina N-linked y serina/threonina O-linked 
(Wassarman & Mortillo, 1991).  Los últimos han sido determinados en una gran 
variedad de mamíferos, incluyendo al hombre y especies domésticas en que la zona 
pelúcida está compuesta por un pequeño número de glicoproteínas que están 
cercanamente relacionadas (Schwoebel et al, 1991; Lefièvre et al, 2004). La similaridad 
de estos péptidos con la mZP1, mZP2 y mZP3 están en un rango que varía entre el 40% 
al 90% (Wassarman et al 2001; Wassarman & Liestcher, 2001). Más aún, la membrana 
vitelina que rodea a los huevos de los peces, anfibios y aves contienen polipéptidos 
relacionados a las proteínas de la zona pelúcida del ratón (Spargo & Hopes, 2003). 
Algunos investigadores concluyeron sobre la importancia de ZP2 en la fertilidad; a 
través de mutagénesis dirigida establecieron linajes celulares de ratón nulos para ZP2 
para determinar su importancia en la fertilidad. Estos linajes no expresan ZP2, mientras 
ZP1 y ZP3  se expresan normalmente formando una delgada matriz en folículos 
tempranos que no es sostenida en folículos pre-ovulatorios. La zona pelúcida anormal  
no afecta la foliculogénesis, pero hay una disminución del número de folículos antrales 
en ovarios aislados de ratones carentes de ZP2. Pocos huevos son detectados en el 
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oviducto después de la estimulación con gonadotropinas y no se recuperaron embriones 
después del cruce de hembras nulas para ZP2 con machos normales (Rankin et al., 
2001). 
El defecto en la estructura de la zona pelúcida es más severo en ratones nulos para ZP2 
que lo observado en ratones nulos para ZP1, en el cual la tasa de fecundidad está 
disminuida, pero no es tan severa como la observada en ratones nulos para ZP3, el cual 
no forma una zona pelúcida visible y los individuos son estériles. Estos ovocitos de 
ratones nulos para ZP2 son aparentemente normales, pero presentan matriz 
inconsistente y desorganizada, no hay fijación de la matriz con células que la rodean. 
Los ovocitos normales, maduros y libres de ZP son fertilizados in vitro y pueden 
progresar a estadio de blastocisto, el desarrollo potencial de blastocisto derivados de 
huevos nulos para ZP2 o ZP3  parecen comprometidos y después de la transferencia a 
madres adoptivas no se observan nacimientos vivos (Rankin et al., 2001). 
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4.-MATERIAL Y MÉTODOS 
4.1.-Colecta  
Se colectaron ovarios y otros tejidos frescos de alpacas (Huancavelica-4050 msnm), 
estos fueron cortados en trozos de  0.5 cm. por lado y sumergidas en RNAlater (Sigma, 
Cat. No. R0901,  St. Louis, Missouri, USA) frío, para mantener la integridad del ARN. 
Fueron trasladadas a Lima a -4 °C,  luego almacenadas a -40°C. (ANEXO III) 
4.2.-Aislamiento de ARNm 
Las muestras almacenadas a -20°C en RNAlater se descongelaron a temperatura 
ambiente para su procesamiento inmediato. Para el aislamiento de ARNm de todos los 
tejidos se utilizó el GenEluteTM Direct mRNA kit (Sigma Cat. No. DMN-70,  St. Louis, 
Missouri, USA) el cual utiliza perlas de oligo(dT) que hibridizan con las colas poly(A) 
de los ARNm. Se empleó aproximadamente 60 mg de tejido, se homogenizó el tejido en 
1mL de solución de homogenización conteniendo SDS y proteinasa K. Se realizó dos 
pasos de hibridización para enriquecer la preparación. Las perlas serán transferidas a la 
membrana del GenElute™ spin filter-collection tube contenidas en el mismo kit, con el 
cual se realizó dos pasos de elución.  La solución de ARNm sería empleada 
inmediamente para la síntesis de ADNc (Badley et al., 1988)  
4.3.- Síntesis de la primera hebra ADNc por transcripción reversa del 
ARNm 
Para la síntesis de la primera hebra de ADNc se utilizo el kit SuperScript™ First-Strand 
Syntesis System for RT-PCR (Invitrogen™, Cat. No. 12371-019, Carlsbad, California, 
USA). Se empleó como control de la reacción los cebadores diseñados para el gen 
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. El control negativo no contiene transcriptasa 
reversa. Se prepararon las mezclas de reacción con 6 μl de ARNm aislado y purificado 
de ovario de alpaca, 10 mM de dNTP mix, 0.5 μg/μl de oligo(dT) y agua tratada con 
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DEPC. Los tubos se incubaron a 65 °C por 5 minutos y luego se colocaron en hielo por 
2 minutos. Luego se agregó a cada tubo 2 μl de buffer RT 10X, 4 μl de MgCl2 25 mM, 2 
μl de DTT 0.1M y 1 μl de RNaseOUT™, recombinante inhibidor de ribonucleasas. Se 
incubó a 42 °C por 2 minutos y se agregará 1 μl de transcriptasa reversa SuperScript™ 
II. Se incubará a 42°C por 50 minutos. La reacción finalizó colocando los tubos a 70°C 
por 15 minutos, posteriormente a hielo por 2 minutos. Se agregó 1 μl de E. coli RNasa 
H y se incubará a 37°C por 20 minutos (Compton, 1990) (ANEXO IV, figura 15) 
4.4.- Amplificación del segmento específico para ADNc de aZP2 por PCR 
Las secuencias codificantes para aZP2 de los mamíferos poseen regiones conservadas 
que fueron empleadas para diseñar los cebadores de aproximadamente 20 mer, cuyos 
productos amplificados serán aproximadamente de 500pb (Mate & Mccartney, 1998) 
estos fueron sintetizados por Integrated DNA Technology. Los cebadores diseñados 
manualmente para aZP2 son forward: 3`AATGCCACACACRTGACTC5`, reverse: 
3`GTTCCACATCCATTCAGGG5`, resultando en un producto de aproximadamente 
474 pb y para el gen housekeeping, GDAPH forward: 
3`CATCCCTGAGCTSAACGGGA5´ y reverse: 3´GAGCTTGACAAAGTGGTCGT5´, 
resultando en un producto de aproximadamente 272 pb. 
Se utilizó el termociclador Thermo® PCR Sprint Termalcycler (Termo Electrón 
Corporation, Waltham, Massachuset, USA) con el programa determinado para cada 
cebador. Los productos amplificados se resolvieron en un gel de agarosa al 1% y se 
colorearon con bromuro de etidio. El amplificado de los cebadores para aZP2 se envió a 
secuenciar al Center for Innovations in Medicine, The Biodesign Institute of Arizona 
State University (Church & Gilbert, 1984). (ANEXO IV, figura 16 ) 
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4.5.- Análisis De Datos  
Se utilizó la base de datos GenBank para verificar que la secuencia del producto 
amplificado corresponde a aZP2; la secuencia del amplificado fue comparada mediante 
el programa BlastN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) considerando sólo a 
aquellas secuencias que posean un valor menor a 10-5  como valor significativo. 
 Se realizó el alineamiento múltiple con el programa Clustal X (Thompson, 1997; 
Jeanmougin et a., 1998), contrastando y determinando las posiciones conservadas y 
divergentes respecto a las secuencias de ZP2 de diferentes especies (Bos taurus, Sus 
scrofa y otras existentes en base de datos). 
Empleando BioEdit (Hall, 1999) se editó el alineamiento realizado con Clustal X, así 
mismo será determinado el porcentaje de identidad individual entre las diferentes 
secuencias de ZP2 y aZP2. 
El análisis filogenético se realizó con el programa Mega 3 (Kumar et al., 2004), 
empleando la herramienta Neighboard Joining con 1000 iteracciones de Bootstrap para 
demostrar si las secuencias analizadas presentan una mayor homología con las 
secuencias del gen ortólogo de ZP2 de Sus scrofa ( N° acceso Genbank BAA08092)  
Bos taurus (NP_776398), Mus musculus (EDL17202), Felis catus (BAA08095), Ratus 
novergicus (NP_112412), Canis familiaris (BAA08097), como outgroup se emplean las 
secuencias ortólogas de las especies Gallus gallus (NP_001034187), Homo sapiens 
(AAH96307), Danio rerio (AAI27569). 
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5.-RESULTADOS  
Se aisló el RNAm de diferentes tejidos de Lama pacos, este RNAm fue retrotranscrito a 
DNAc sin dificultad, lo cual nos indica que la degradación del mismo fue mínimo. 
El DNAc de todos los tejidos fue empleado para la amplificación de una secuencia 
parcial de zona pelúcida de la glicoproteína de tipo 2 de alpaca  y para la secuencia de 
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, un gen housekeeping usado como control de 
expresión. La amplificación de azP2 (450 aprox.) se dió solamente con la muestra 
ovárica mas no en los otros tejidos ( hígado, músculo, bazo, testículo) (figura1.A) y  
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (270 pb aprox.) amplifica en todas las muestras 
empleadas excepto en testículo El amplificado correspondiente a aZP2 secuenciado 
tiene una longitud exacta de 466pb, longitud predicha con los cebadores específicos 
empleados, esta secuencia fue indexada en  el banco de datos del GENBANK para 
dominio público.(ANEXO V, figuras 17 y 18)  
 
Figura 1: A. gel de amplificación de aZP2 con DNAc de alpaca; B gel de amplificación 
de gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenada con DNAc de alpaca. La posición 1: 
marcador de peso (100pb); 2: DNAc de testículo de alpaca; 3: DNAc de Ovario de 
Alpaca, 3: DNAc de Hígado de Alpaca; 4: DNAc de Músculo de Alpaca; 5; DNAc de 
Bazo de Alpaca; 6: Control Negativo. 
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Se muestra el alineamiento de la secuencia parcial nucleotídica de aZP2 de alpaca con 
diferentes especies, este alineamiento local muestra una gran homología entre las 
secuencias de las diferentes especies analizadas, este fue empleado para la recontrucción 
filogenética (figura 4). 
 
 
 
Figura 4.- Alineamiento Múltiple de las secuencias nucleotídicas de ZP2 entre 
diferentes especies con Alpaca. 
 En la figura 5 se aprecia el alineamiento múltiple aminoacidico de las secuencias 
homólogas de ZP2, este alineamiento no ha sido bioeditado para poder apreciar la 
localización de la secuencia codificante de aZP2 transcrita a proteína. 
Aproximadamente entre las posiciones  332 y 592 se ubica el dominio de la 
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superfamilia de las Zonas Pelúcidas, el cual es de aproximadamente 260 aminoácidos. 
Esta región común a estas proteínas contiene 8  cisteínas estrictamente conservadas, los 
que probablemente formen puentes disulfuro. La conservación de su polaridad 
hidrofóbica en diferentes posiciones es coherente con la conservación de una estructura 
tridimensional . Además de estas cisteínas conservadas, pocos aminoácidos aromáticos 
o hidrofóbicos son invariables, probablemente debido a su importancia funcional antes 
que su estructura. Este patrón de conservación es típico de dominios de proteínas 
mosaico involucradas con funciones de unión. (Bork & Sander, 1992) 
 
 
Figura 5.- Alineamiento Múltiple aminoacídico de las secuencias de ZP2 entre 
diferentes especies con aZP2 parcial de Alpaca. 
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La secuencia aislada de aZP2, comparte una región de este superdominio común a las 
ZP, en este segmento parcial se detectan 3 cisteínas estrictamente conservadas para 
todas las especies y otras 3 cisteínas que no se encuentran en Danio rerio. (Figura 6 y 7) 
 
 
Figura 6.- Detección de un fragmento de un dominio putativo  para la superfamilia de 
las zonas pelúcidas ha sido detectado entre la posición 100 a 150 de aZP2. 
 
 
 
Figura 7.- Alineamiento Múltiple aminoacídico bioeditado de las secuencias parciales  
homólogas de ZP2 entre diferentes especies con aZP2 parcial de Alpaca.   
En base a las secuencias aminoacídicas bioetidas de ZP2 de las diferentes especies, se 
realizó un alineamiento local empleando BLAST para la comparación de 2 proteínas, la 
tabla 1 muestra los resultados. Los valores E son significativos para todas las especies, 
excepto  para Danio rerio cuya secuencia diverge más de aZP2, lo que da cuenta a que 
esta secuencia no forma parte de otras proteínas y tampoco se encuentra al azar en 
alguna otra. 
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Tabla 1.-   Porcentajes de identidad de la secuencia aminoacídica parcial de ZP2 de 
alpaca (155 aa) respecto de otras especies de mamíferos 
 
Especie Longitud (aa) Porcentaje de Identidad 
Porcentaje de 
similaridad Valor E 
Bos taurus 155 133/155 (85%) 139/155 (89%) 5e-79 
Homo sapiens 155 125/155 (80%) 137/155 (88%) 1e-73 
Sus scrofa 155 122/155 (78%) 135/155 (87%) 7e-73 
Felis catus 155 119/155 (76%) 132/155 (85%) 3e-71 
Canis familiaris 155 121/155 (78%) 132/155 (85%) 6e-72 
Ratus novergicus 153 107/155 (69%) 117/155 (75%) 3e-59 
Mus musculus 153 109/155 (70%) 116/155 (74%) 2e-59 
Gallus gallus 154 73/156 (46%) 99/156 (63%) 5e-40 
19/57 (33%) 27/57 (47%) 0.001 Danio rerio 146 8/22 (36%) 13/22 (59%) 0.060 
 
Los datos mostrados en esta tabla fueron calculados con el programa protein BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) el cual se basa en el método Compositional 
matrix adjust (Stephen F et al, 2005) 
El Análisis Filogenético basado en la secuencia  ZP2 de las diferentes especies y la 
alpaca,  muestra que el grupo Cetarteodactyla constituye un grupo monofilético robusto 
(Figura 5), dando cuenta una alta homología entre las secuencias nucleotídicas parciales 
de las secuencias codificantes para ZP2.  
 
Figura 8. Análisis Filogenético, se observa al nodo B  constituido por los 
cetartiodactyla, cuyas secuencias están mas conservadas entre sí. 
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6.-DISCUSIÓN 
La Zona Pelúcida, matriz extracelular que rodea al ovocito de alpaca (ANEXO I, figuras 
9 y 10)  está constituida por tres glicoproteínas (ANEXO II, figura11): ZP3 que induce 
RA; ZP1, estructural, que interconecta a ZP3 y ZP2. ZP2 es la molécula de unión 
secundaria, interactúa con los receptores espermáticos expuestos después de RA siendo 
necesaria para mantener la unión del espermatozoide al ovocito,  su modificación 
proteolítica después de la fertilización permite el bloqueo de la poliespermia. ZP2 
participa también en la organización, el desarrollo y maduración del ovocito, puesto que 
mantiene consistente la matriz y la interacción entre las células periféricas y la célula 
germinal. En este trabajo se demuestra que la amplificación de aZP2 es específica del 
ovario,  siendo evidencia de la presencia de un transcripto similar a la ZP2 de otros 
mamíferos. Las muestras de testículo analizadas no amplifican para el gen housekeeping 
G3PDH, esto podría deberse  a que el RNAm para este gen se degradaron o los niveles 
de expresión son más reducidos a comparación de los otros tejidos, este marcador aún 
no ha sido validado para este tipo de muestras en esta especie puesto que con una 
alícuota del DNAc del mismo se logró amplificar otros genes específicos de testículo. 
(resultados no mostrados). 
La secuencia peptídica de aZP2 comparte un segmento con el dominio de la 
superfamilia de las ZPs, encontrándose 3 cisteínas altamente conservadas en todas las 
especies analizadas en este estudio las que probablemente formen puentes disulfuro 
importantes para su estructura y función (Bork & Sander, 1992). 
El Análisis Filogenético de ZP2 de las diferentes especies, demuestra que el grupo 
Cetarteodactyla constituye un grupo monofilético robusto (Figura 5), dando cuenta una 
alta homología entre las secuencias nucleotídicas parciales del gen ZP2 y sus 
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homólogos en mamíferos, manteniéndose distante de Gallus gallus y Danio rerio., 
corroborando la importancia de aZP2 en el reconocimiento de los gametos en el proceso 
de fertilización.  
Estos resultados nos indican que Alpaca expresa una proteína similar a la ZP2 de otros 
mamíferos, la cual es sintetizada en los ovocitos en desarrollo, es por ello que sus 
niveles de expresión pueden ser usados como marcadores de maduración folicular 
ovocitaria. 
 
7.-CONCLUSIONES 
Lama pacos expresa la glicoproteína de zona pelúcida de tipo 2 específicamente en los 
ovarios; está secuencia parcial analizada se encuentra conservada, constituyéndose un 
grupo monofilético. entre los Cetarteodactyla. Se sugiere que la divergencia que estas 
secuencias presentan podrían estar involucradas en el reconocimiento especie-especifico 
de gametos. 
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ANEXO I 
 
 
Figura 9: Zona pelúcida de Lama pacos  
(A) Zonas pelúcidas de alpaca (40x) (B) Ovocito de alpaca (20x) 
Fotografías incluidas con autorización del Laboratorio de Fisiología de la Reproducción Animal de 
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos 
 
 
  
 
 
Figura 10: (A)Interacción gamética ovocito de alpaca- espermatozoides (400x). 
(B) Interacción zona pelúcida de alpaca-espermatozoides (400x) 
Fotografía incluida con autorización del Laboratorio de Fisiología de la Reproducción Animal de la 
Universidad Nacional Mayor de San Marcos 
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ANEXO II 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Electroforesis en condiciones reductoras de solubilizados de zona 
pelúcida. La Zona pelúcida de alpaca está constituida por 3 glicoproteínas : aZP1, aZP2 
y aZP3; las cuales se observan como bandas anchas y difuminadas debido a la alta 
glicosilación que presentan . Fotografía incluida con autorización de Luis Guzmán Masías. 
 
Figura 12: Diagrama de la estructura fibrilar de la zona pelúcida de ratón. La cadena 
mayor de la zona esta compuesta por dímeros de proteínas ZP2 y ZP3. Esas cadenas son 
ocasionalmente ligadas junto con ZP1, formando una red.  
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ANEXO III 
 
 
Figura 13: (A)Camal Alpaquero regional de la localidad de Pilpichaca, (B) y (C) 
Capital alpaquera de la provincia de Huaytará -Huancavelica (4,050 msnm), donde se 
colectó tejido ovárico, pulmón, hígado, riñón y testículo de alpacas. 
 
 
 
 
  
 
 
Figura 14: (A)Alpaca beneficiada, la flecha indica la posición de los ovarios el cual 
contiene abundantes folículos; (B) procesamiento del ovario. 
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ANEXO IV 
 
 
 
Figura 15: Esquema gráfico sobre la síntesis de la primera hebra de DNAc. 
Se utilizó el kit SuperScript First-Strand Synthesis System para RT-PCR de Invitrogen. 
Se utilizó el mRNA aislado y purificado con las perlas de oligo(dT) que hibridizaron con las colas 
poly(A) de los ARNm. Se mezcló la transcriptasa reversa SuperScript II RT, dNTPs y oligo dTs y se 
colocó en un termociclador a 65ºC para linealizar los RNAm, luego a 42ºC para el annealing de los oligo 
dT con las colas poly-A de los RNAm para la síntesis de la primera hebra de DNAc. A la reacción se 
agregó RNasa H para digerir todo el RNA y dejar limpio el DNAc. 
 
 
 
Figura 16: Esquema de la Amplificación del segmento específico de aZP2 y 
deG3PDH. El DNAc obtenido se colocó a 4ºC y se adicionó la Taq polimerasa y los primers 
específicos para aZP2 y deG3PDH en reacciones independientes  
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ANEXO V 
 
 
figura 17  : Datos generales de la secuencia indexada  banco de datos GENBANK de 
zona pelucida de tipo 2 de alpaca. Con número de accesión EF33763. 
 
Figura 18: Datos generales de la secuencia indexada de zona pelucida de tipo 2 de 
alpaca. 
